Study on the Screening Test of Endocrine Disrupting Chemicals Using Carp (Cyprinus carpio) Hepatocyte Culture.  - Endocrine Disrupting Effect of Chemicals on Carp Hepatocyte Culture - by 兼俊 明夫 et al.
道衛研所報Rep．　Hokkaido　Inst．　Pub．　Health，54，7－14（2004）
コイ肝細胞培養系を用いた化学物質の内分泌撹乱作用検出法の研究
　　　　　一農薬など各種化学物質の内分泌撹乱作用の検出一
　　　Study　on　the　Screening　Test　of　Endocrine　Disrupting　Chernicals
　　　　　　　Using　Carp（C）4）γ初％s　6αゆか。）Hepatocyte　Culture
－Endocrine　Disrupting　Effect　of　Chemicals　on　Carp　Hepatocyte　Culture一
兼俊　明夫
堀　　義宏
桂　　英二
深田　陽久＊
藤本　　啓
高原　志樹＊
小島　弘幸
原　　彰彦＊
　Akio　KANETosHI，　Eiji　KATsuRA，　Toru　FuJIMoTo，　Hiroyuki　KoJIMA，
Yoshihiro　HoRI，　Haruhisa　FuKADA，　Shiki　TAKAHARA　and　Akihiko　HARA
　Ascreening　test　was　carried　out　for　estrogenic　effects　of　83　chemicals　using　carp　hepatocyte
culture．　Bisphenol　A　showed　estrogenic　effects　on　both　male　and　female　carp　hepatocytes，　however
4－nonylphenol　showed　an　estrogenic　effect（detected　in　20f　31neasurements）on　only　female　cells．
Of　the　agrochemicals　tested，　tolclofos－rnethyl　and　nユethoxychlor　showed　an　estrogenic　effect　on　male
hepatocytes　but　methoxychlor　did　not　show　the　effect　on　female　cells．
　Furthermore，　a　screening　test　of　anti－estrogenic　effects　was　carried　out　on　76　chemicals．
Tributyltin　compounds　showed　a　potent　inhibition　on　VTG　induction　by　17β一estradiol　in　carp
hepatocyte　culture．　Especially，　the　anti－estrogenic　effect　seemed　to　be　potent　in　female　rather　than
male　carp　hepatocytes，　suggesting　a　differerlt　response　to　endocrine　disrupting　chemicals　between
male　and　female　carp．　These　results　agree　with　reports　that　tributyltin　compounds　caused　an
imposex　of　female　she11fish　in　environment．　On　the　other　hand，　some　of　the　agrochemicals　tested
（bitertano1，　tricyclazole　and　so　on）showed　an　anti－estrogenic　effect　on　male　carp　hepatocytes　but　not
neccessarily　on　fernale　cells．
Key　words：Cy加照∫6α吻。（コイ）；carp　hepatocyte（コイ肝細胞）；vitellogenin（ビテロゲニン）
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緒 言
　著者らは前報1）において，コイ　（C妙廟鷹6㈱ガ。）肝細
胞培養系を用いた内分泌撹乱作用検出法の検討を行った．
この検出法はコイの卵黄タンパク前駆物質ビテロゲニン
（VTG）をELISA法で測定する2－6）ことにより内分泌撹
乱作用を持つ化学物質をスクリーニングするものである．
コイ肝細胞培養系を用いてエストロゲン類によるVTG誘
導試験を行ったところ，雄及び雌コイ肝細胞培養系は共に，
17β一エストラジオール（E2），エチニルエストラジオー
ル（EE　2），ジエチルスチルベストロール（DES），ゲニ
ステイン（GS）に高い応答性を示した1）．このことからコ
イ肝細胞培養系を用いることにより，農薬など環境に放出
される化学物質のエストロゲン様作用の検出が可能である
と考えられた．
　本報では，高感度レポーターアッセイなどで内分泌撹乱
作用が危惧された各種化学物質7－9）について，コイ肝細胞
培養系を用いてVTG誘導能を指標としたエストロゲン様
作用及び抗エストロゲン作用を検出するスクリーニング試
験を行った．また，コイ肝細胞培養系を用いたエストロゲ
ン様作用及び抗エストロゲン作用の検出試験においては，
性差の影響が認められたので併せて報告する．
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方 法
1．肝細胞の調製法
　雄及び雌コイ（体重600～1，200g）は三協ラボサービ
ス㈱から購入し，林の方法10）を一部改変した調製法を用
いて肝細胞を分離し，VTG誘導試験に供した．なお，用
いた肝細胞の収量・生存率等は前報1）に示したとおりであ
る．
2．被験化学物質の添加方法
被験化学物質の標準品はそれぞれ和光純薬工業㈱もしく
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は関東化学工業㈱から入手した．なお，4一ノニルフェノー
ル（混合物）は東京化成工業㈱製を，4一％一ノニルフェ
ノール標準品はDr，　Ehrenstorfer社製を用いた．各化学
物質は，エストロゲン様作用の検出のために1×10－1M
のエタノール溶液（懸濁液）を，また抗エストロゲン作用
の検出には5×10－2Mのジメチルスルポキシド（DMSO）
溶液（懸濁液）を調製した．これらの溶液は，肝細胞に対
する有機溶媒の影響を避けるために，投与前日までにウイ
リアムズE培地にて1×10－3～1x10－4Mに希釈した調製
液を作成した．その20μLを各ウェルに添加して全培地
量を2．OmLとし，エストロゲン様作用及び抗エストロゲ
ン作用の検出を行った．エストロゲン様作用の検出におけ
るエタノールの添加濃度は最終濃度で0．1％以下とした．
また，抗エストロゲン作用の検出ではブランク及び対照群
（1×10－8M濃度のE2のみ添加）へのDMSO添加濃度
を被験化学物質の場合と同様に0．1％とした．ただし，マ
ンコゼブは滅菌蒸留水に溶解した後フィルター滅菌して溶
解液を調製し，以下同様に操作した．
3．エストロゲン様作用の検出法
　二二1＞同様に，調製した肝細胞は3ないし4日間の前培
養を行った．培地を交換し，さらに24時間培養後，被験
化学物質を添加した．培養2，4及び6日後に培地上清を
50～100μL採取し，産生したVTG量をELISA法にて
測定した．同時に，E2をエストロゲン標準物質として，
1×10－9，1×10－8，1×10　7，1×10一6Mの各濃度のE2
によるVTG産生試験を行い，使用したコイ肝細胞のエス
トロゲン応答性を確認した．
　Table　1はエストロゲン様作用の検出試験に供した化学
物質の一覧である．既に内分泌撹乱物質として報告がある
環境汚染物質（3種類）をはじめとして，フタル酸エステ
ル類（17種類），有機スズ化合物（14種類）及び無機スズ，
さらに高感度レポーター遺伝子アッセイ系8）においてエス
トロゲン様作用が示唆された農薬類9）やそれらの環境中で
の酸化生成体など（48種類），合計83種類について，エ
ストロゲン様作用の検出を行った．
4．抗エストロゲン作用の検出法
　コイ肝細胞培養系を用いた抗エストロゲン作用の検出法
では，被験化学物質には懸濁状態で添加されるものもある
ため細胞への拡散がE2より遅いことが推測された．そこ
で，あらかじめコイ肝細胞に被験化学物質を加えて6時間
の前培養の後，E2を1×／0　8Mとなるように添加して6
日間培養した．添加するE2濃度は雄及び雌肝細胞ともに
VTG産生量が安定している1×10－8Mとした’）．培養上
清中のVTG量をELISA法で測定し，　E　2のみを添加し
た対照群に比してVTG産生量が30％以上低下した場合
を抗エストロゲン作用があると判定し，対照群に比して
50％抑制する濃度（IC　50値）を求めた．また，細胞毒性
が高い化学物質は見かけ上の抗エストロゲン作用を示すた
め，6日間培養後の肝細胞生存率を測定した．
　Table　2は抗エストロゲン作用の検出試験に供した化学
Tab［e　l　List　of　Compounds　Tested　for　Estrogenic　Effect（VTG　lnduction　Test）Using　Male　Carp　Hepatocyte　Culture
［Environmental　contami皿ants（3）：Final　concentrations　were　1×10－4，1×10－5　and　1×10－6　M．］
　Bisphenol　A，4・η一Nonylphenol，4－NQnylphenol（mixture）
［Phthalic　acid　esters　and　related　co皿叩ounds（17）：Final　concentrations　were　1×10－4　and　1×10－5　M．］
　％一Butylglycol（％一buty1）phthalate，　Diaryl　phthalate，　Di－2－butoxyethyl　pthalate，　Di一ゴso－butyl　phthalate，　Di一η一butyl　phthalate，
Di－cyclohexyl　phthalate，　Di－2－ethylhexyl　adipate，　Di－2－ethylhexyl　phthalate，　Diethyl　phthalate，　Diethyl　terephthalate，　Di一％一
heptyl　phthalate，　Di一η一hexyl　phthalate，　Dimethyl　phthalate，　Dilnethyl　terephthalate，　Di一ガso－octyl　phthalate，　Di・％・pentyl
phthalate，　Di一ぎso－propyl　phthalate
［Organic　tin　compounds（14）：Final　concentrations　were　1×10－5　and　1×10－6　M］
　Bis（η一butyltin）oxide，　Di一η一butyltin　dichloride，　Dicyclohexyltin　oxide，　Diphenyltin　dichloride，　Mono一η一butyltin　trichloride，
Monophenyltin　trichloride，　Monocyclohexyl　stannic　acid，　Tetra一η一butyltin，　Tetraphenyltin，　Tri一％一butyltin　acetate，　Tri一η一
butyltin　chloride，　Tricyclohexyltin　hydroxide，　Triphenyltin　chloride，　Triphenyltin　hydroxide
［lnorganic　tin　compound（1）＝Final　co皿centrations　were　1×10－4　an〔11×10　5　M．］
　Stannic　chloride（SnC14）
［Agricultural　chemicals　and　metabolites（48）：Final　co皿centarations　were　1×10－4　and　1×10　5　M．］
　α一Benzoepin（Endosulfan），　Benzoepin（Endosulfan）一sulfate，β一BHC，　Bromophos－methyl，　Bromopropylate，　Butamifos，　Chloro・
propylate，　CNP，　Cyanophos，　Cypermethrin，ヵ，グーDDT，　Deltamethrin，　Diazinon，　Diazinon　oxon，　Dieldrin，　Endrin，　EPN，　Es－
procarb，　Ethion，　Fenitrothion，　Fenitrothion　oxon，　Fenthion，　Fenthion　sulfone，　Ferlthion－sulfoxide，　Fenvalerate，　Flucythrinate，
Heptachlor　epoxide，　Isofenphos，　Isoxathion，　Kelthane（Dicofol），　Leptophos，　Mancozeb＊，　Methoxychlor，　Metolachlor，　Pen－
dimethalin，　Permethrin，　Phenmedipham，　Phenthoate，　Pirimiphos－methy1，　PretiIachlor，　Prothiofos，　Pyributicarb，　Pyributicarb
oxon＊＊C　Pyridaph6nthion，　Quinalphos，　Thiobencarb，　Thiobencarb　sulfone，　Tolclofos－methyl
　The　numerical　value　in　parentheses　represents　the　number　of　compounds　listed．　Compounds　tested（analytical　reagent　grade）were
obtained　froln　Wako　Pure　Chemicals　IIlc．　or　Kanto　Kagaku　Chemicals　Inc．
　串Mancozeb　was　added　at　the　concentrations　of　10　and　50μg／mL　because　its　rnolecular　weight　iきunclear．
林Pyributicarb　oxon　was　synthesized　by　authors　as　described　in　the　previous　reportll）．
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物質の一覧である．フタル酸エステル類（17種類），有機
スズ化合物（14種類）及び高感度レポーター遺伝子アッ
セイ系8）において抗エストロゲン作用が示唆された農薬
類9）やそれらの環境中での酸化生成体など（45種類）合
計76種類の化学物質について，抗エストロゲン作用の検
討を行った．
5．細胞毒性の検出
　高濃度添加域においては各種化学物質による細胞毒性が
考えられることから，顕微鏡による観察のほかに，Cell
Counting　Kit（DojindoNこよる細胞生存率の測定を行っ
て細胞毒「生を調べた．また，van　den　Bergら12－15）が用い
た細胞外へ漏出する乳酸脱水素酵素（LDH）活性の測定
による細胞毒性の判定も併せて検討した．
（1）顕微鏡による観察：倒立型顕微鏡及び倒立型位相差顕
　微鏡を用い，倍率50倍で観察した．底面すべてに細胞
　が正常に伸展している状態を細胞生存率100％とし，お
　およその細胞生存率を各ウェルごとに観察した．さらに，
　細胞の剥離，死細胞（浮遊細胞）の有無，カビなど微生
　物の発生の有無について検鏡した．
（2）Cell　Counting　Kit（Dojindo）による細胞生存率の測
　定：1ウェル当たり40μしのCell　Counting　Kit試液を
　添加し，CO2インキュベーターで30℃，24時間培養後
　の上清を100μしずつ96穴マイクロプレートに採取し
　た．マイクロプレートリーダー（東ソー㈱製MPRA　4
　i）にて450nm（試料）と600　nm（対照）における吸
　光度差を測定し，無添加対照群の吸光度差を生存率
　100％と見なして，各ウェルの細胞生存率を求めた．
（3）細胞外のLDH活性の測定：和光純薬工業㈱製キット
　（LDH－UVテストワコー）を用いて細一心に漏出した
　LDH活性の測定により，細胞毒性の検出を試みた．培
　養上清50μLをとり，LDH測定用緩衝液1．OmLに加
　え，35℃で340nmにおけるNADHの吸光度低下を測
　定してLDH活性を求めた．また，無添加対照群の細胞
　を培養液とともにウェル底面から掻き取り，凍結融解し
　た後5分間の超音波処理を行って細胞内の全しDHを漏
　出させたものを100％死細胞群と設定した．
6．ELISA法
　前報1）に記載されたELISA法により，産生された
VTG量を測定した．ウサギ抗コイリポビテリン（コイ
VTGの主要部分）抗体を固相化した96穴マイクロプ
レートを用い，試料中のVTGと反応させた後，一次抗体
としてジゴキシゲニン化ウサギ抗コイリポビテリン抗体，
二次抗体としてヒツジ抗ジゴキシゲニンーペルオキシダー
ゼ標識抗体を順次反応させた．ついで，o一フェニレンジ
アミン及び過酸化水素を含有する基質溶液を加えて発色を
行い，マイクロプレートリーダーにて492nmにおける吸
光度を測定し，VTG濃度を求めた．
結果及び考察
1．有機溶媒 影響
　被験化学物質はマンコゼブを除くすべてが有機溶媒に溶
解（懸濁）した後，試験濃度に希釈して試験に供された．
そこで，被験化学物質の溶解に用いたエタノール及び
DMsoのvTG産生に及ぼす影響を調べた．　Fig．1に示
したように，雄コイ肝細胞培養系においてエタノールはエ
ストロゲン類によるVTG産生を増加させた．逆に
DMSOはVTG産生を阻害した．特にエタノールはGS
によるVTG産生を大きく増加させ，　DMSOはEE　2によ
るVTG産生を阻害することが認められた．一方，エタ
ノール及びDMSOのみを添加した培地で細胞を培養した
Table　2　List　of　Compounds　Tested　for　Anti－estrogenic　Effect（VTG　lnhibition　Test）Using　Male　Carp　Hepatocyte　Culture
［Phthalic　acid　esters　and　related　compounds（17）＝Final　conce且trations　were　1×10－4　and　1×10－5　M．］
　η一Butylglycol（η一buty1）phthalate，　Diaryl　phthalate，　Di・2－butoxyethyl　pthalate，　Di一ガso－butyl　phthalate，　Di一％一butyl　phthalate，
Di－cyclohexyl　phthalate，　Di－2－ethylhexyl　adipate，　Di－2－ethylhexyl　phthalate，　Diethyl　phthalate，　Diethyl　terephthalate，　Di一η・
heptyl　phthalate，　Di一％一hexyl　phthalate，　Dimethyl　phthalate，　Dimethyl　terephthalate，　Di一二soっctyl　phthalate，　Di一η一pentyl
phthalate，　Di一ゑso－propyl　phthalate
［Organic　tin　compounds（14）：Final　concentrations　were　1×10－6，5×10－7　and　2。5×10－7　M］
　Bis（翅一butyltin）oxide，　Di一η一butyltin　dichloride，　Dicyclohexyltin　oxide，　Diphenyltin　dichloride，　Mono一箆一butyltin　trichloride，
MonQphenyltin　trichloride，　Monocyclohexyl　stannic　acid，　Tetra一フ¢一butyltin，　Tetraphenyltin，　Tri一％一butyltin　acetate，　Tri一η・
butyltin　chloride，　Tricyclohexyltin　hydroxide，　Triphenyltin　chloride，　Triphenyltin　hydroxide
［Agricultural　chemicals　and　methabolites（45）：Final　concentarations　were　1×10－4　and　1×10－5　M．］
　Acephate，　Alachlor，α一Benzoepin（Endosulfan），（鋲BHC，　Bitertano1，　CNP，　Cyhalothrin，　DBN，　DCMU，　Deltamethrin，　Diazinon，
Diethofencarb，　Dimethoate，　Dymron，　Esprocarb，　Ethion，　Ethofenprox，　Ethylthiometon，　Fellitrothion，　Fenthion，　Imazali1，　Imida－
cloprid，　Lenaci1，　Mancozeb＊，　MCP，　Methamidophos，　Monocrotophos，2，4－PA，　PAC，　Phenmedipham，　Phenthoate，　o－
Phenylphenol，　Pretilachlor，　Probenazole，　Procyrnidone，　Pyributicarb，　Pyridaphenthion，　Thiobellcarb，　Thiocyclam，　Thiometon，
Thiuram（Thirarn），　Tolclofos－methyl，　Triazine（Anilazine），　TricyclazQle，　Villclozolin
　The　numerical　value　in　parentheses　represents　the　number　of　cornpounds　listed．　Compounds　tested（analytical　reagent　grade）were
obtained　from　Wako　Pure　Chemicals　IIlc．　or　Kanto　Kagaku　Chemicals　Inc．
＊Mancozeb　was　added　at　the　concentrations　of　10　and　50μg／mL　because　its　Inolecular“・eight　is　unclear．
一9一
場合，添加濃度が0．5％であってもVTGブランクレベル
の上昇及び細胞毒性は認められなかった．これらの結果は，
エストロゲン類とは全く異なった化学構造を有するエタ
ノールやDMSOなどの低分子化合物がエストロゲンの作
用を増強もしくは阻害するような作用を有していることを
示唆しており，溶媒作用を持った化学物質との複合汚染の
場合には水系生物の内分泌系への影響がより増大するもの
と考えられる．
　この溶媒による影響は添加率が0．2％以上で強く現れた
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Fig．1　Effects　of　Ethanol　and　DMSO　on　V丁G　induction
　　　by　Major　Estrogens　in　Male　Carp　Hepatocyte
　　　Cu仕ure
　Male　carp　hepatocytes　were　refed　with　new　medium　and　incu－
bated　with　indicated　concentration　of　estrogens　for　6　days　after　24
hour　preincubation．　Culture　medium　was　assayed　for　VTG　con－
centration．　Markers　indicate　averages　of　2　measurements．　EE2：
Ethinylestradio1，　E2＝17β一Estradio1，　DES：Diethylstilbestrol，　GS二
Genistein．
が，E2濃度1×10－8Mでは溶媒濃度が0．1％以下で
VTG産生に及ぼす影響が±10％程度であったことから，
0．1％以下の溶媒濃度であれば，その影響を避けられるこ
とが明らかとなった．また，エストロゲン類の添加に伴う
有機溶媒濃度は，0．01％以下であり，試験に対する影響は
なかった．しかし，抗エストロゲン作用の測定の場合には
対照群（100％）のVTG産生量が評価に影響するため，
ブランク及び対照群にもそれぞれ同濃度のDMSOを添加
して試験を行うことが必要と考えられた．
2．エストロゲン様作用を持つ化学物質の検出
　まず，雄コイ肝細胞培養系を用いてエストロゲン様作用
の検出を行った．Table　3には，試験に供した83種類の
化学物質（Table　1）の中で，エストロゲン様作用が認め
られた化学物質により誘導されたVTG産生量を示した．
なお，VTG産生量は調製したコイ肝細胞ごとに大きく変
動することが認められたため，E2によるVTG産生試験
を同時に行い，使用したコイ肝細胞がエストロゲンに応答
することを確認した．被験化学物質のVTG誘導能の評価
は，エストロゲン標準物質として添加したE2の各濃度に
おけるVTG誘導能と比較することにより行った．
　雄コイ肝細胞培養系では，ビスフェノールAにエストロ
ゲン様作用が認められ，1×10－4M濃度の添加では822±
1，127ng／mしのVTG産生を認めた．このVTG誘導能は
1×10－8M濃度のE2の誘導能にほぼ相当するもので
あった．また，農薬類では，ブタミホス，ρ，ρLDDT，ケ
ルセン，メトキシクロル，プロチオホス，トルクロホスメ
チルがエストロゲン様作用を示した．メトキシクロルは
VTG誘導作用が最も強く，1×10－5M濃度の添加によっ
て1，450ng／mしのVTG産生が認められ，1×10－8M濃
度のE2に相当する誘導効果を示した．しかし，1×10－4
M添加では逆にVTG産生量が低下した．これらは，高
濃度の農薬類の添加により細胞毒性が生じたためと考えら
れた．なお，ケルセンでは1×10－4M濃度の添加で4畑
中2例でVTG産生が認められた．
Table　3Estrogenic　Effect　of　Environmental　Contaminants　and　Agrochemicals　on　Male
Carp　Hepatocytes
Compound
　／Corlcentration
VTG　production（ng／mL）
1×10－6M 1×10－5M 5×10－5M 1×10－4M
Bisphenol　A
Butamifos
ρ，グーDDT
Kelthane
Methoxychlor
Prothiofos
Tolclofos－methy1
10±7（η＝3）
N．D．
27
47±50　（クz＝5）
　　　5
　　　6
　　ND．
　　813
　　N．D．
　　595
　　N．D．
　　　20
69±54（7z＝3）
　　1，450
　　182
　　520
822±1，127（％＝9）
　　　123
　　　178
　78±114（η＝4）
　　　945
　　　308
363±431　（2z＝3）
　VTG　production　was　obtained　by　VTG　concentration－VTG　background　level　and　shown　as　average±SD．
The　rlumber　of　measurements　is　shown　in　parentheses．　Other　values　are　avarages　of　2　measurements　unless
otherwise　noticed．　ND．：Not　detected（beユow　5±3　ng　VTG／mL1））．
一10一
Table　4Estrogenic　Effect　of　Environmental　Contaminants　and　Agrochemicals　on
Female　Carp　Hepatocytes
Compound
　　　　／Concentration
・VTG　production（ng／mL）
1×10－5M 5×10－5M 1×10－4M
Bisphenol　A
Butamifos
ヵ，グーDDT
Kelthane
Methoxychlor
4－Nonylpheno1（mixture）
Prothiofos
Tolclofos－methyl
N．D．
N．D．
N．D．
3，990±1，750
ND．
N．D．
N．D．
1，750＊
6，140±2，560
940±1，410
　2，140＊
　N．D．
　N．D．
2，210±2β80
　N．D．
3，200±2，620
　VTG　production　was　obtained　by　VTG　concentration－VTG　background　level　and　shown　as
averages±SD　obtained　frQm　3　measurements．　N．D．：Not　detected（below　1，920±1，390　ng／mL1））．
＊Average　of　2　measurements．
　一方，4一ノニルフェノールは直鎖及び異性体混合物とも
にエストロゲン様作用を示さなかった．また，塩化ビニル
樹脂の可塑剤として知られるフタル酸エステル類（18種
類），有機スズ化合物（14種類）及び無機スズについても
エストロゲン様作用が認められなかった．
　ついで，雄コイ肝細胞培養系でエストロゲン様作用が認
められた化学物質と他の実験系でエストロゲン様作用が認
められているη4ヲニルフェノールについて，剛志細胞を
用いてエストロゲン様作用発現の有無を調べた．その結果
をTable　4に示した．雌コイ肝細胞培養系においては，ビ
スフェノールAでは1×10－4M濃度の添加で6，140±
2，560ng／mしのVTG産生が，トルクロホスメチルでは
1×10－4M濃度の添加で3，200±2，620　ng／mしのVTG産
生が認められ，雄肝細胞に比してVTG産生量が7～8倍
に増加した．しかし，雌コイ肝細胞培養系ではVTGバッ
クグラウンドレベルが高い（1，920±1，390ng／mL）こと
と，エストロゲン類によるVTG産生量が雄コイ肝細胞に
比べ2～5倍高いことが認められている1）．さらに，同時
に行ったE2によるVTG産生試験により被験化学物質の
VTG誘導能を比較すると，ビスフェノールA，ブタミホ
ス，ゑヵしDDT及びトルクロホスメチルのエストロゲン
様作用は雄肝細胞の場合とほぼ同程度のものと考えられた．
　一方，ケルセン，メトキシクロル，プロチオホスは雌肝
細胞に対してエストロゲン様作用を示さなかった．また，
雄肝細胞ではエストロゲン様作用を示さなかった4一ノニ
ルフェノール（異1生体混合物）は3例中2例でエストロゲ
ン様作用を示した．これらの結果は，化学物質のエストロ
ゲン様作用に対する応答性に性差があることを示唆してい
る．
3．抗エストロゲン作用を持つ化学物質の検出
　抗エストロゲン作用の試験では，VTG産生阻害が細胞
毒性に起因する場合があるため，顕微鏡による細胞生存率
の観察とともに，Cell　Counting　Kitにより細胞生存率を
調べた．また，van　den　Bergら11－14）が用いた細胞外乳酸
脱水素酵素（LDH）活性の測定による細胞毒性の判定も
検討したが，顕微鏡下でほとんどが死細胞と判定された培
養上清のLDH活性は，無添加対照群を凍結融解して
100％死細胞とした培養上清のLDH活性の8～10％で
あった．このことから，細胞毒性の評価に適用することは
できなかった．
　Table　5は，　Table　2に示した雄コイ肝細胞培養系を用
いて抗エストロゲン作用を検討した76種類の化学物質の
中で，高い抗エストロゲン作用を示した有機スズ化合物の
結果である．有機スズ化合物はコイ肝細胞培養系において
高い細胞毒性を示すものが多く，添加濃度は1×10－6M
までとした．最も強くVTG産生を阻害したのは酢酸トリ
ブチルスズで，その50％阻害濃度（IC　50値）は3．8±
2．5×10－7Mであり，5×10－7M添加時の細胞生存率は
90±12％であった．酢酸トリブチルスズについで，酸化ビ
ストリブチルスズ，塩化トリブチルスズ及び二塩化ジブチ
ルスズに強いVTG産生阻害が認められた．3種のトリブ
チルスズ化合物は細胞毒1生が認められない濃度域でVTG
産生阻害を示したが，二塩化ジブチルスズではVTG産生
阻害が認められる濃度で細胞毒性が認められた．このこと
から二塩化ジブチルスズのVTG産生阻害は細胞毒性の影
響を受けているものと考えられた．一方，フタル酸エステ
ル類は1×10－4M濃度の添加をしても，抗エストロゲン
作用を示さなかった．
　Table　6は雄コイ肝細胞培養系を用いて農薬類の抗エス
トロゲン作用を検討した結果である．各農薬の添加濃度は
最大で5×10－5Mとし，50％以上のVTG産生阻害が認め
られた農薬類についてはIC　50値を求めた．
　その結果，ビテルタノール，DCMU，エチオン，イマ
ザリル，フェンメディファム，プロベナゾール，トリシク
ラゾールなどがVTG産生を強く阻害した．しかし，最も
強い産生阻害を示したDCMUやプロベナゾールには細胞
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Table　5　Anti－estrogenic　Effect　ofη一Butyltin　Compounds　on　Male　Carp　Hepatocytes
Compourld Inhibition　of　VTG　production（％）＊
／Concentration2．5×10－7M 5×10『7M 1×10－6M IC50　value
Tetra一η一butyltin
Bis（tri一％一butyltin）oxide
Tri一π一butyltin　chloride
Tri一η一butyltirl　acetate
Di一η一butyltin　dichloride
Mono一％一buty工tin　trichloride
　　N．D．
　　N．D．
　　ND．
41±25（93±8）
　　N．D．
　　ND．
　　59（78）
48±51　（104±6）
71±20（90±12）
46±23　（78±23）
ND．
77±22（73±41）
62±30（72±37）
69±15　（51±26）
　　ND．
　　＞1×10－6M
　　4．5×10－7M
5．7±3．6×10－7M＊＊
3．8±2．5×10皿7M＊＊＊
5．8±2．4×10－7M＊＊＊
　　＞1×10－6M
　The　values　in　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．　N．D，：Not　detected（＜30％），
＊lnhibition　rate　was　calculated　by（VTG　concentratioll　ill　the　presence　of　1×10－8　M　E2－VTG　concentration　in　the　presence　of　test
　chemical　and　1×10－8　M　E2）divided　by　VTG　collce！1tration　in　the　presence　of　1×10－8　M　E2．
＊＊ualues　are　averages±SD　of　4　measurements．＊＊＊Values　are　averages±SD　of　5　measurements．　Other　values　are　averages　of　2
　meaSUrementS．
Table　6　Anti－estogenic　Effect　of　Agrochemicals　on　Male　Carp　Hepatocytes
Compound Inhibition　for　VTG　production　by　E2（1×10－8　M）
／ConcentrationIC50　value Cell　surviva1＊at　5×10－5　M
Bitertanol
DBNDCMU
Esprocarb
Ethion
Fenthion
Inユazalil
Phenmedipharn
Pretilachlor
Probenazole
Pyributicarb
Tricyclazole
（Estrogen　receptor　antagonist）
Tamoxifen
2．2±1．2×10一5M（％＝4）
　　　5×10　5M
　　O．7×10－5M
　　　4×10－5M
　　1．3×10－5M
　　　5×10－5M
2．7±1．0×10－5M（η＝3）
　　2．6×10－5M
　　　4×10一5M
l．0±0．4×10－5M（η＝3）
　　　3x10－5　M
　　1．3×10－5M
1．7±1ユ×10－6M＠＝3）
59±22　（π＝3）
　　84
　　54＊＊
　　89
　　89＊＊
　　96
　　70
　　96
　　82
58±21　（賜＝3）＊＊
　　77
　　106＊＊
78±12　（η＝3）＊＊＊
　Values　are　averages　of　21neasurements　or　averages±SD　of　more　than　3　measurements．
℃ell　survival（％）was　Ineasured　by　Cell　CoLmtiエユg　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．＊＊Data　at　1×10－5　M．榊Data
at　5×10－6　M．
毒性が認められ，これらのVTG産生阻害は細胞毒性の影
響を受けているものと考えられた．
　また，E2の拮抗薬として知られるタモキシフェンは
VTG産生を阻害し，そのIC　50値は1．7±1．1×10－6M
であった．この結果は，Sweetsら12）の報告と良く一致し
ており，雄コイ肝細胞におけるVTG産生がE2レセプ
ターを介して行われていることが確認された．
　次に，雄コイ肝細胞培養系において抗エストロゲン作用
を示した化学物質について，雌肝細胞における抗エストロ
ゲン作用の有無を検討し，その結果をTable　7及び8に示
した．雄肝細胞で高い抗エストロゲン作用を示したブチル
スズ化合物は雌肝細胞でも強くVTG産生を阻害した
（Table　7）．二塩化ジブチルスズはVTG産生阻害のIC　50
値や細胞毒性の強さが雄肝細胞の場合とほぼ伺様であった
が，3種のトリブチルスズ化合物は雄肝細胞の場合よりも
強いVTG産生阻害を示した．雌肝細胞におけるそれらの
IC　50値は野州細胞の場合の約1／3であり，高い抗エスト
ロゲン作用が発現していることが示唆された．特に，酸化
ビストリブチルスズは日本各地で，イボニシ貝などの雌貝
を雄性化させた原因物質であることが既に報告されてい
る16・17）．
　一方，Table　8に示したように，農薬類は雌コイ肝細胞
に対して伊仙細胞よりやや低い抗エストロゲン作用を示し
た．DCMU，プロベナゾールなどの工C　50値は雄町細胞
の場合に比べてほぼ2倍の値を示したほか，．ビテルタノー
ル，エチオンなどには抗エストロゲン作用が認められな
かった．これらの知見はエストロゲン様作用と同様に抗エ
ストロゲン作用の発現においても性差のあることを示唆し
ている．
　本研究の結果から，化学物質の内分泌撹乱作用に対する
コイなどの水生動物の応答性は性差により大きく異なるこ
とが示唆された．雄及び雌コイ肝細胞の両培養系を用いる
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Table　7　Anti－estroge雨。　Effect　of〃一Butyltin　Compounds　on　Female　Carp　Hepatocytes
Compound Inhibition　of　VTG　production（％）＊
／Concentration　1×10－7　M　2．5×10－7　M5×10－7M1×10－6M IC50　value
Tetra一η一butyltin
Bis（tτi一％一butyltin）oxide
Tri一π一butyltin　chloride
Tri一η一butyltin　acetate
Di一％一butyltin　dichloride
Mono一π一butyltin　trichloride
90（93）
28（91）
30（108）
　　66（114）
75±21（　92±20）
61±11　（106±38）
　　　　　　　　　　　ND．
　　　92　（34）　　　　　　　　100　（3）
　74±34（96±48）　　　！00　（4）
　96±　4（98±29）　　　100　（4）
36±49（31＝ヒ10）　　68±46（26±6）
　　　　　　　　　　　ND．
　＞1×10－6M
1．6±1．4×10－7M＊＊
2ユ±1．7×10一7M＊＊
1．4±0．9×10－7M＊＊
5．2±2．4×10－7M＊＊
　＞1×10－6M
　The　values　in　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo　Chem．　Co．）．　N．D．：Not　detected（〈30％）．
＊lnhibi亡lon　ra亡e　was　calcula亡ed　by（VTG　concen亡ration　i11亡he　presence　ofユx10－8　M　E2－VTG　concen亡ration　in　the　presence　of　test
　chemical　and　l×10　8　M　E2）divided　by　VTG　concentration　in　the　presence　of　1×10－8　M　E2．
＊＊ualues　are　averages±SD　in　3　measurements．　Other　values　are　averages　in　2　measurements．
Table　8　Anti－estrogenic　Effect　of　Agrochemicals　on　Female　Carp　Hepatocytes
Compound
　　／Concentration　1×10－5　M
Inhibition（％）of　VTG　production＊
2×10－5M 5×10－5M IC50　value
Bitertanol
DCMU
Esprocarb
Ethion
Imazalil
Phe㎜edipham
Probenazole
Tricyclazole
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
N．D．
61（91）
N．D．
ND．
ND．
ND．
64（72）
ND．
N．D．
84（47）
N．D．
N．D．
N．D．
ND．
100（26）
60（90）
2×10－5M
2×10－5M
4×10－5M
　The　values　ill　parentheses　are　cell　survivals（％）measured　by　Cell　Counting　Kit（Dojindo．　Chem，　Co），
N，D，＝NQt　detected（〈30％）．　Values　are　averages　of　data　in　2　measurements．
＊lnhibition　rate　was　calculated　by（VTG　concelltration　in　the　presel／ce　of　1×10『8　M　E2－VTG
　concelltration　in　the　presence　of　test　chemical　and　1×10－8　M　E2）divided　by　VTG　concentration　in　the
　presence　of　1×1『8　M　E2．
ことにより，化学物質による水生動物への影響をより詳細
に予測することができるものと考えられた．
結 語
　コイ肝細胞培養系を用いてVTG産生誘導を指標に農薬
など83種類の化学物質のエストロゲン様作用を調べた．
被験化学物質の中でビスフェノールAは雄及び雌肝細胞で
エストロゲン様作用を示したが，4一ノニルフェノール（異
性体混合物）は雌肝細胞でのみエストロゲン様作用を示し
た．農薬類では，副肝細胞培養系を用いた場合に，メトキ
シクロル及びトルクロホスメチルに比較的高いエストロゲ
ン様作用が認められた．しかし，メトキシクロルのエスト
ロゲン様作用は雌肝細胞培養系では認められなかった．
　さらに，コイ肝細胞培養系を用いて76種類の化学物質
の抗エストロゲン作用を調べた．その結果，トリブチルス
ズ化合物が高い抗エストロゲン作用を示した．特に，雌肝
細胞においてその抗エストロゲン作用がより強く発現する
傾向にあり，内分泌撹乱化学物質に対する応答性にコイで
は性差があることを示唆している．この結果はトリブチル
スズ化合物が鳥貝の雄化の原因物質であるという報告とよ
く一致している．一方，農薬類のビテルタノール，トリシ
クラゾールなどは雄肝細胞で抗エストロゲン作用を示した
が，雌肝細胞ではその作用を必ずしも示さなかった．
　なお，本研究の一部は，平成11～13年度北海道立衛生
研究所・特別研究「食品の安全性に関する調査研究」の一
環として行われたものであるユ8鋤．
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